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Razgradnja bioplastike na osnovi hitozana v kopenskem okolju 
 
Povzetek: Embalaža za hrano ima med plastičnimi izdelki najkrajši rok uporabe, saj je 
pogojena z rokom uporabnosti hrane, ki jo ščiti. Pri hitro pokvarljivi hrani in izdelkih, ki 
so namenjeni za takojšnje zaužitje, je to lahko tudi manj kot en dan. Po uporabi pa ta 
plastična embalaža postane odpadek, ki ga večinoma recikliramo, lahko pa konča na 
deponiji, v sežigalnicah ali v naravi. Iskanje alternativne embalaže je predmet več 
raziskav in ena izmed predlaganih možnosti so filmi na osnovi hitozana z dodatkom 
različnih naravnih ekstraktov, ki izboljšajo antioksidativne, mehanske in antimikrobne ter 
zaščitne lastnosti (UV-zaščita, CO2, O2 in vlaga). Filmi, osnovani iz naravnih polimerov, 
so lahko obetavna alternativa zaradi svoje potencialne biorazgradljivosti v naravnem 
okolju. V magistrskem delu sem preverila biorazgradljivost filmov na osnovi hitozana z 
dodanim hrastovim ekstraktom v treh različnih prsteh: kompostu, vrtni prsti in 
vinogradniški prsti. Razgradljivost filmov sem spremljala na podlagi izgube mase, 
spremembe v vsebnosti polifenolov, analize FT-IR in s pregledom površine z vrstičnim 
elektronskim mikroskopom. Preverila sem tudi, kako vsebnost vlage v prsti vpliva na 
uspešnost razgradnje filmov. Rezultati so pokazali, da se filmi na osnovi hitozana brez 
dodanega ekstrakta razgradijo v vseh vrstah prsti in pri vseh testiranih vlažnostih. Filmi 
z dodanim hrastovim ekstraktom pa so popolnoma razgradljivi v vrtni prsti in v kompostu, 
ne pa v prsti iz vinograda. Pokazalo se je tudi, da dodatek vode k prsti upočasni hitrost 
razgradnje filmov.  
 
 
Ključne besede: biorazgradljivost, embalaža za hrano, filmi na osnovi hitozana, hrastov 
ekstrakt, prst  
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Degradation of chitosan-based bioplastics in terrestrial environment 
Abstract 
Among plastic products, food packaging is used for the shortest period of time because it 
is determined by the food shelf life. With perishable foods and products meant for 
immediate consumption, it can be used for even less than one day. After use, this plastic 
packaging becomes waste, which can be recycled, ends up in landfills, in incinerators or 
in the environment. Many studies are focused on finding an alternative packaging, and 
one of the proposed possibilities are chitosan-based films with various natural extracts 
that improve antioxidative, mechanical and antimicrobial properties and enhance barrier 
properties (UV protection, CO2, O2 and water). Because of their potential 
biodegradability, biopolymer-based films are a promising alternative to conventional 
plastic. In the master’s thesis, I studied the biodegradability of chitosan-based films with 
added oak extract in three different types of soil: compost, soil for gardening and soil 
from vineyards. Degradability was tracked through mass loss, change in polyphenolic 
content, FT-IR analysis and by examination of surface using a scanning electron 
microscope. The impact of increased soil humidity was also evaluated. The results have 
shown that chitosan-based films with no added extract are biodegradable in all types of 
soil and at both tested water contents. Films with added oak extracts were completely 
biodegradable in compost and gardening soil, but not in vineyard soil. It was also 
discovered that adding water to soil slowed down the rate of film degradation.  
 
 
Keywords: biodegradability, chitosan-based films, food packaging, oak extract, soil 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
a   aktivnost dehidrogenaz 
AA    antioksidativne lastnosti 
CH   filmi iz hitozana brez ekstrakta 
DPPH   2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
EFSA   Evropska agencija za varnost hrane 
ES   Evropski parlament in Svet 
FT-IR   Fourerova Transformirana IR-spektroskopija 
GAE    ekvivalent galne kisline 
M   masa vzorca 
OE   filmi iz hitozana z dodatkom hrastovega ekstrakta 
PMK   polimlečna kislina 
TPF   trifenil formazan 
TTC   2,3,5-trifeniltetrazolijev klorid
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1 Pregled literature 
Današnji svet se spopada z mnogimi okoljskimi problemi. Poleg klimatskih sprememb so 
velika težava tudi odpadki, predvsem pa odpadna plastika. Ker ima plastika tako širok 
spekter uporabe, si življenja brez nje skoraj ne moremo več predstavljati. Največji del vse 
proizvedene embalaže je namenjen pakiranju različnih izdelkov. V primeru embalaže za 
hrano, predvsem za svežo in lahko pokvarljivo hrano, ta embalaža zelo hitro doseže svoj 
namen in postane odpadek. Del plastičnih odpadkov konča na deponijah, del se jih 
reciklira in ponovno uporabi v drugi obliki, veliko pa jih konča v naravi in tam ostane po 
več sto let [1]. 
Raziskave se vse bolj usmerjajo k iskanju alternativnih materialov, ki bi lahko imeli enake 
lastnosti kot plastična embalaža. Eden izmed takih primerov je tudi hitozan, ki je derivat 
hitina. Hitin se nahaja v lupinah rakov in je tako tudi odpadek živilskopredelovalne 
industrije. Z uporabo hitozana kot nadomestila za konvencionalno plastiko bi tako rešili 
dve težavi [2].  
Filmi iz hitozana z različnimi naravnimi dodatki so tako primerna alternativa plastični 
embalaži za hrano, saj ne prepuščajo UV-svetlobe in imajo primerne antioksidativne, 
antimikrobne in mehanske lastnosti. Številne raziskave so pokazale, da embalaža, 
osnovana na biopolimerih, ni vedno tudi biorazgradljiva, zato je treba testirati 
biorazgradljivost takšnih materialov [3]. 
1.1 Plastika 
Beseda plastika je uporabljena za opis širokega spektra materialov, ki so uporabljeni za 
izdelke z zelo različnimi nameni. Skoraj vsi izdelki, ki jih uporabljamo v vsakodnevnem 
življenju, vsebujejo plastiko. Običajno jih ta ščiti pred zunanjimi vplivi in jim daje obliko. 
Plastika je izredno uporaben material, saj je odporna na korozijo, obstojna in se jo tako 
lahko uporablja pod ostrejšimi pogoji. Poleg tega pa jo je mogoče oblikovati in njene 
lastnosti, z uporabo različnih začetnih surovin, prilagoditi uporabi [1, 4].  
V letu 2015 se je na svetu proizvedlo 322 milijonov ton plastike, leta 2016 pa 335 
milijonov ton, kar pomeni da potreba po plastiki še kar narašča. Največji proizvajalec 
plastike je Kitajska, ki prispeva 29 % svetovne plastike, v Evropi pa pridelamo 19 % vse 
plastike letno. Največji del plastike se porabi za pakiranje (40 %). Prav tako pa je ravno 
plastična embalaža tista, katere življenjska doba je najkrajša: povprečno manj kot mesec 
dni. Zaradi tako kratkega časa uporabnosti in velikega vpliva na okolje bi bilo smiselno 
vsaj ta del plastičnih izdelkov nadomestiti z biorazgradljivimi [1, 5]. 
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1.1.1 Proizvodnja plastike 
Konvencionalno se plastiko pridobiva iz premoga, zemeljskega plina ali nafte. Začetek 
proizvodnje se začne z destilacijo surove nafte, kjer se ločijo težje in lažje frakcije (Slika 
1) [6]. 
 
 
Slika 1: Frakcije surove nafte: A) metan, B) bencin, C) kerozin, D) dizel, E) mazivo in 
F) mazut [7] 
Za proizvodnjo plastike je pomemben bencin, ki vsebuje ogljikovodike z 8 do 12 
ogljikovimi atomi. V uporabi sta dva procesa: polimerizacija in polikondenzacija [6]. 
Proces je odvisen od začetnih polimerov, ki so izbrani na podlagi želenega končnega 
produkta. 
Plastični proizvodi se v grobem delijo na dve skupini: termoplasti in duroplasti. Prva 
skupina vključuje materiale, ki se ob segrevanju topijo in ob hlajenju trdijo. Te lastnosti 
omogočajo, da se material preoblikuje. V to skupino spadajo izdelki iz polietilena, 
polivinil klorida in najlona. V drugo skupino, med duroplaste, pa spadajo materiali, ki ob 
segrevanju tvorijo tridimenzionalno mrežo in in jih ni mogoče ponovno preoblikovati. V 
to skupino spadajo epoksi smole, fenoli, silikoni in poliestri [5].   
1.1.2 Življenjski cikel plastike 
Življenjski cikel plastičnih izdelkov sestavljajo pridobivanje surovin, proizvodnja 
izdelka, distribucija, uporaba, ponovna uporaba in recikliranje. Če se izdelek ne reciklira 
ali ponovno uporabi, kar je lastnost linearnega gospodarstva, postane odpadek, ki je 
breme za okolje (Slika 2). Da lahko razumemo življenjski cikel plastike, je treba vedeti, 
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da nimajo vsi plastični izdelki enakega namena in posledično enake življenjske dobe. 
Nekateri produkti so v obtoku manj kot en dan, nekateri pa tudi do 50 let.  
 
Slika 2: Shematski prikaz A) linearnega in B) krožnega gospodarstva [8, 9] 
Ko plastičen izdelek doseže svoj namen, postane odpadek. V Evropski uniji 27,3 % vse 
zbrane plastike konča na odlagališčih, 31,1 % je reciklirane in 41,6 % se uporabi za 
pridobivanje energije. Žal pa je ravno zaradi različnih življenjskih dob težko določiti, 
koliko plastičnega odpada se znajde drugje v naravi [5]. Plastični odpadki predstavljajo 
približno 20 % gospodinjskih odpadkov. Težava pa ni le v ustvarjenih odpadkih, pač pa 
tudi v porabi zalog neobnovljivih virov. Cilj Evropske unije je, da bi do leta 2025 
reciklirala 50 % vse plastike, do leta 2030 pa 55 % [10]. Nihanje cen nafte in zgornja 
problema (nabiranje plastičnih odpadkov v naravi in na odlagališčih ter končnost virov) 
so razlogi za pobudo razvoja plastike, osnovane na biopolimerih [11]. 
1.2 Embalaža za hrano 
Pomembne lastnosti, ki definirajo dobro embalažo za hrano: 
• dovoljuje počasno, kontrolirano respiracijo; 
• dovoljuje selektivno prehajanje plinov (CO2) in vodne pare; 
• ustvari modificirano atmosfero z upoštevanjem sestave plinov v notranjosti in s 
tem regulira proces zorenja ter podaljša rok uporabe; 
• zmanjša prenos lipidov – pomembno pri shranjevanju slaščic; 
• ohrani strukturo živil in pri zelenih živilih zakasni oz. prepreči izgubo klorofila; 
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• služi kot sredstvo za dodajanje prehranskih dodatkov, kot so okusi, barve, 
antioksidanti in antimikrobi; 
• prepreči ali zadrži kvarjenje hrane [12]. 
1.2.1 Aktivna embalaža 
Za zadovoljitev potreb potrošnikov se je spremenil koncept embalaže. Konvencionalno 
se je od embalaže pričakovalo, da ščiti produkt s čim manj interakcijami med hrano in 
embalažo, nov koncept pa je privedel do t. i. aktivne embalaže [13]. Aktivna in pametna 
embalaža podaljša rok uporabnosti, saj vzdržuje ali celo izboljšuje stanje pakiranih živil. 
To zagotavljajo s pomočjo sproščanja ali absorpcije snovi v oz. iz živil [14]. Aktivno 
embalažo lahko glede na to razdelimo na absorberje in emiterje. Prvi odstranjujejo kisik, 
odvečno vlago, etilen, ogljikov dioksid in ostale neželene substance. Emiterji v hrano 
sproščajo ogljikov dioksid, vodo, antioksidante, konzervanse ali antimikrobne agente. 
Kar pametno embalažo naredi tako drugačno od konvencionalne, je to, da jo je mogoče 
prilagoditi potrošniku glede na njegove potrebe. Najpogostejša aktivna sredstva so hlapni 
rastlinski metaboliti ali rastlinski izvlečki [13]. 
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1.2.2 Zakonodaja na področju embalaže za hrano 
Ne glede na sestavo spada embalaža za hrano med materiale, ki so namenjeni za stik z 
živili, za katere velja, da so: 
• v stiku z živili; 
• so namenjeni za stik z živili; 
• se lahko razumno pričakuje, da bodo prišli v stik z živili. 
V stik z živili lahko vstopajo kot embalažni material, posoda, jedilni servis, tesnila ali kot 
aktivni oz. pametni material za podaljševanje roka uporabnosti in izboljšanje stanja 
pakiranih živil. Izdelani so lahko iz različnih materialov. Materiali, ki prihajajo v stik z 
živili, morajo biti zadovoljivo inertni, da njihove komponente ne vplivajo na zdravje 
potrošnika ali na kvaliteto hrane [13]. Pravilo o inertnosti ne velja za aktivno in 
inteligentno embalažo [14]. Varnost materialov, ki so namenjeni za stik z živili, je 
ovrednoti Evropska agencija za varnost hrane (EFSA). Testiranje varnosti materialov se 
izvaja pri proizvajalcu in laboratorijih, ki jih določi država [15].   
Na nivoju EU je področje materialov in izdelkov, namenjenih za stik z živili, urejeno z 
dvema krovnima predpisoma – Uredbo Evropskega parlamenta in Sveta (ES) št. 
1935/2004 z dne 27. oktobra 2004 o materialih in izdelkih, namenjenih za stik z živili, in 
o razveljavitvi direktiv 80/590/EGS in 89/109/EGS in Uredbo Komisije (ES) št. 
2023/2006 z dne 22. decembra 2006 o dobri proizvodni praksi za materiale in izdelke, 
namenjene za stik z živili [16]. 
V Republiki Sloveniji področje materialov in izdelkov za stik z živili pokriva Zakon o 
zdravstveni ustreznosti živil in izdelkov ter snovi, ki prihajajo v stik z živili (Uradni list 
RS, št. 52/00, 42/02 in 47/04). V veljavi je tudi Uredba o obvezni registraciji in ravnanju 
podjetij, ki proizvajajo, predelujejo in prva dajejo v promet materiale in izdelke, 
namenjene za stik z živili (Uradni list RS, št. 57/08) [16]. Področje aktivne in inteligentne 
embalaže pa ureja Uredba Komisije (ES) št. 450/2009 z dne 29. maja 2009 o aktivnih in 
inteligentnih materialih in izdelkih, namenjenih za stik z živili [17].  
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1.2.3 Biorazgradljiva embalaža  
Zaradi že opisanega problema nabiranja plastične embalaže v naravi se povpraševanje in 
želja po ustreznem nadomestilu za konvencionalno plastiko veča. Ena od možnih rešitev 
je biorazgradljiva embalaža. Biorazgradljivost pomeni, da se material s pomočjo 
mikroorganizmov razgradi na CO2 in H2O. Prevladujoč mehanizem so encimske reakcije 
ob prisotnosti mikroorganizmov [18]. Samo dejstvo, da je plastika narejena iz 
biopolimerov, pa še ne pomeni, da je tudi biorazgradljiva (Slika 3) [19].  
 
Slika 3: Koordinatni sistem bioplastike [20] 
Obstajata dve vrsti biorazgradljive plastike:  
• bioplastika, katere komponente so pridobljene iz obnovljivih materialov; 
• petrokemijska plastika z biorazgradljivimi aditivi, ki povečajo biorazgradnjo [4]. 
Biopolimeri, iz katerih je mogoče izdelati biorazgradljivo plastiko, lahko izhajajo iz 
kmetijskih surovin, živalskih virov, odpadkov iz predelave morske biomase in mikrobnih 
virov [4].  
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1.3 Embalaža, osnovana na biopolimerih 
Biopolimere lahko razdelimo v tri glavne kategorije glede na njihov izvor [19]: 
• biopolimeri, ki izvirajo iz naravnih virov; vključujejo polisaharide (npr. škrob), 
produkte iz lignoceluloze (npr. celuloza in njeni derivati), proteine (npr. sirotka in 
kolagen), lipide (npr. čebelji vosek) in proste maščobne kisline; 
• biopolimeri, proizvedeni z mikrobno fermentacijo (npr. polulan in 
polihidroksialkanoat); 
• kemijsko sintetizirani polimeri, katerih monomeri so pridobljeni iz bioosnovanih 
komponent ali monomerov (npr. polimlečna kislina).   
1.3.1 Celuloza 
Celuloza je najbolj razširjen naraven in obnovljiv vir polimerov. Zaradi dostopnosti, 
nizke cene, nestrupenosti, biokompatibilnosti, biorazgradljivosti in kemijske stabilnosti 
je pogosto uporabljena za proizvodnjo biorazgradljivih filmov. Celulozo je mogoče 
izolirati iz lesa, bombaža, konoplje in ostalih rastlinskih materialov, sintetizirajo pa jo 
tudi nekateri mikroorganizmi in plaščarji.  
Celuloza je linearna veriga z dvema glukoznima obročema, ki sta kovalentno vezana 
preko kisika z beta-1,4-glikozidno vezjo (Slika 4) [3].  
 
Slika 4: Struktura celuloze [21] 
Celuloza ni topna v večini topil, vendar pa je topnost mogoče povečati z ustreznim 
postopkom. Pridobljeni produkti so karbometil celuloza, metilceluloza, 
hidroksipropilmetil celuloza ali hidroksipropil celuloza, ki so zaradi povečane topnosti 
najpogosteje uporabljeni kot osnova za biorazgradljive filme. Filmi, pridobljeni iz teh 
derivatov, so praviloma prosojni, topni v vodi, brez vonja in okusa, fleksibilni ter zmerno 
odporni na lipidne spojine. Filmi iz hidroksipropil celuloze in metil celuloze so zelo 
učinkoviti pri preprečevanju prehajanja kisika, ogljikovega dioksida in lipidov, a slabo 
preprečujejo prehajanje vodne pare. To je mogoče izboljšati z dodajanjem hidrofobnih 
materialov, kot so npr. lipidi. Po drugi strani pa imata metil celuloza in hidroksimetil 
celuloza sposobnost ustvariti termično sprožen ovoj, ki se uporablja za zaščito npr. ocvrte 
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hrane. Ostali derivati celuloze, kot je npr. celofan, se za embalažo za hrano ne uporabljajo 
pogosto, saj imajo previsoko prepustnost za vodno paro v primerjavi s sintetičnimi 
polimeri [3]. 
Celuloza, pridobljena iz rastlinskih virov, vsebuje nečistoče v obliki lignina in 
hemiceluloze, medtem ko je celuloza, ki jo sintetizirajo bakterije, zelo čista. Druga 
možnost pridobivanja celuloze pa je z mikroorganizmi, ki jo ekstracelularno sintetiziranjo 
v vlakna z uporabo glukoze ali fruktoze kot vira ogljika. Čeprav imata celuloza iz 
rastlinskih in bakterijskih virov enako kemijsko sestavo, ima bakterijska, zaradi 
karakteristik vlaken in čistosti, več prednosti – večja mehanska moč, kristaliničnost in 
hidrofilnost [3].  
1.3.2 Škrob 
Tudi škrob je biopolimer, ki bi bil primeren za izdelavo alternativne embalaže za hrano. 
Zaradi razširjenosti, nizke cene, biorazgradljivosti in užitnosti je predmet več študij. 
Škrob najdemo v številnih rastlinah, vključno s pšenico, koruzo, fižolom in krompirjem. 
Predstavlja več kot 60 % semen žit in ga je relativno lahko ločiti od ostalih komponent. 
Odvisno od vira se škrob pojavlja v različnih oblikah in velikostih, z različno strukturo in 
kemijsko sestavo [3].  
Škrob je sestavljen iz dveh glavnih polisaharidov: amiloze in amilopektina, vsebuje pa 
tudi sledove lipidov in proteinov. Amiloza je linearen verižni polimer, sestavljen iz α-1,4-
anhidroglukoznih enot (Slika 5) z molekulsko maso med 20 in 800 kg/mol. 
 
 
Slika 5: Struktura amiloze [22] 
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Amiloza predstavlja med 20 in 25 % škroba in je razlog, da lahko škrob tvori filme [23–
26]. Amilopektin je močno razvejan polimer kratkih a-1,4 verig, povezanih z α-1,6-
glikozidnimi vezmi na točkah razvejanosti vsakih 25–30 glukoznih enot (Slika 6).  Ima 
zelo visoko molekulsko maso (5000–30000 kg/mol). Razlika v strukturi in molekulski 
masi med amilozo in aminopektinom vodi v  razlike med molekularnimi lastnostmi in 
lastnostmi v tvorjenju filmov [3].  
 
Slika 6: Struktura amilopektina [27] 
Večina škroba v naravi je v obliki semikristaliničnega materiala (med 15 in 45 % 
kristaliničnosti), odvisno od razmerja med amilozo in amilopektinom [3].  
Za pripravo filmov iz škroba se v glavnem uporabljata dve različni tehniki: suhi in mokri 
proces. Suhi proces temelji na termoplastičnih lastnostih škroba, ki jih pridobimo z 
ekstrudiranjem. Pri tej metodi je škrob v okolju z nizko vsebnostjo vode segret nad 
temperaturo steklastega prehoda. Pri mokrem procesu se polimere najprej razpusti v 
topilu, kar uniči strukturo amilopektina, sprosti amilozo in povzroči geliranje škroba. 
Tekočino, ki tvori filme, se nato posuši. V praksi se za proizvodnjo užitnih filmov 
pogosteje uporablja mokri proces. Filmi iz škroba imajo odlične lastnosti oviranja 
prehajanja kisika. To povzroči mreža vodikovih vezi, kjer se v izmenjujočih plasteh 
pojavljata kristalinična in nekristalinična oblika amiloze in amilopektina. V primerjavi s 
konvencionalnimi sintetičnimi polimeri pa imajo filmi iz škroba slabše mehanske 
lastnosti. Natezna trdnost je sicer precej visoka, a odstotek raztega je nizek. Lomljivost 
filmov iz škroba je mogoče zmanjšati z dodatkom plastifikatorja ali z mešanjem z ostalimi 
biopolimeri ali sintetičnimi polimeri, kot je polivinil alkohol [3]. 
1.3.3 Pektin 
Pektin je ena glavnih komponent rastlinskih celic in predstavlja tretjino suhe mase celic, 
ki se nahajajo v olupkih sadja. Za pridobivanje pektina se izkorišča le nekaj plodov sadnih 
dreves. Najpogosteje se uporablja olupke jabolk, ki vsebujejo 10–15 ut% pektina, in 
olupke citrusov, ki vsebujejo 20–30 ut% pektina [3].  
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Lastnosti pektina so vezane na mikrostrukturo, ki pa ni povsem znana. Predpostavlja se, 
da je ta polisaharid sestavljen iz poli α-1-4-galakturonske kisline. Pektin je sestavljen iz 
najmanj treh različnih polisaharidnih domen. Je topen v vodi in kislini. Trenutno se 
najpogosteje uporablja kot želirno sredstvo pri izdelavi marmelad, sadnih sokov in polnil 
za slaščice ali kot stabilizator v mlečnih napitkih in jogurtih. Zaradi sposobnosti želiranja 
pa se pektin lahko uporablja za pripravo užitnih filmov. Takšni filmi predstavljajo dobro 
oviro za prehajanje plinov, a vseeno predobro prepuščajo vlago. Pektin nima 
antimikrobnih lastnosti, saj predstavlja vir ogljika za glive in bakterije, kar pa je pri 
embalaži za hrano zelo nezaželeno [3]. 
1.3.4 Alginat 
Alginat je polisaharid, ekstrahiran iz rjave alge Phaeophyceae. Alginati so soli alginske 
kisline, ki je linearen kopolimer, sestavljen iz 1-4-β-D-manuronske kisline (M) in α-L-
guluronske kisline (G). V polimernih verigah monomeri alternirajo med GG in MM bloki, 
skupaj z MG bloki (Slika 7) [3]. 
 
Slika 7: Struktura alginata [28] 
Najpomembnejša lastnost alginata je, da reagira z dvo- in trovalentnimi ioni in tako tvori 
gele. Kot sredstvo za želiranje je najbolj efektiven kalcijev ion, sledijo mu magnezijev, 
manganov, aluminijev, železova Fe+3 in Fe+2 iona. Ioni vzpostavijo povezavo med M in 
G bloki, posledica tega pa je trdna 3D-struktura. Zamreževanje s polivalentnimi ioni se 
uporablja za izboljšavo preprečevanja prehajanja vode, boljšo mehansko odpornost, 
kohezivnost in togost. Zaradi hitre reakcije kalcijevih ionov pride do nastanka 
lokaliziranih gel predelov, zaradi česar je uniformnost filmov vprašljiva. Rešitev je 
tehnika počasnega sproščanja kalcijevih ionov s pomočjo počasi hidrolizirajoče kisline, 
npr. glukono-delta-laktona. Alginatni filmi se tvorijo z odparevanjem topila in 
zamreževanjem s kalcijevm ionom [3]. 
1.3.5 Polimlečna kislina (PMK) 
PMK je termoplastična smola, ki se jo pridobiva iz obnovljivih kmetijskih virov, kot sta 
koruza in sladkorni trs, ter je oblikovana za ekstrudiranje oz. termoformiranje. Sestavljena 
je iz monomernih enot mlečne kisline.  
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Trenutno poteka sinteza PMK v dveh korakih: 
1. Proizvodnja mlečne kisline preko kemijske sinteze iz naftnih virov ali 
fermentacijo naravnih virov. 
2. Polimerizacija mlečne kisline, ki lahko poteka na dva načina. Prvi je preko 
direktne kondenzacijske polimerizacije mlečne kisline in drugi preko 
polimerizacije z odpiranjem obroča laktida. 
Pomembno je, da je biorazgradljiva. Obstaja več različnih vrst PMK, delijo pa se na čiste 
in nečiste oblike PMK-polimerov. Čisti PMK-polimer je prozoren, z visokim sijajem, 
medtem ko je nečist moten. Z razvojem primerne tehnologije za produkcijo PMK se 
trenutno ukvarja veliko podjetij po vsem svetu. Visoki stroški sinteze, nezadovoljive 
kapacitete proizvodnje in slaba zakonodaja pa so razlog za trenutno neprofitabilnost 
proizvodnje PMK [29–31].  
PMK je relativno krhek material, težko ga je oblikovati s pihanjem ali ekstrudiranjem, a 
kopolimerizacija in mešanje z drugimi polimeri, kot so npr. polietilen oksid, 
policaprolakton, polivinil acetat, polihidroksil butirat in polibutilen sukcinat, te lastnosti 
izboljšajo [26, 28].  
1.4 Hitin in hitozan 
Hitin je, poleg celuloze, eden najbolj razširjenih polisaharidov v naravi. Sestavljen je iz 
(1–4)2-acetamido-2-deoksi-D-glucozamina. Hitozan, hitinov glavni derivat, se pridobiva 
z odstranitvijo acetilnih skupin. Ko je stopnja deacetilacije višja od 50 % in postane  topen 
v kislih vodnih raztopinah, hitin postane hitozan [32]. Sestavljen je iz naključno 
porazdeljenih β-(1→4) D-glukozamina in N-acetil-D-glukozamina. Razlika med hitinom 
in hitozanom je tako v vsebnosti acetilnih skupin (Slika 8) [33].  
 
Slika 8: Struktura hitina (levo) in hitozana (desno) [34] 
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1.4.1 Pridobivanje hitozana 
Hitin se v naravi nahaja v eksoskeletu rakov, povrhnjici insektov, nekaterih vrstah kobilic, 
krilih hroščev, nekaterih vrstah pajkov, vodnih nevretenčarjih in celični steni gliv. Lupine 
rakcev so odpadki prehrambne industrije in vsebujejo približno 20 do 30 % hitina. Z 
izolacijo hitina in predelavo v embalažo za hrano tako rešimo dva problema: težavo 
odlaganja odpadkov industrije predelave rakcev in težavo prevelike uporabe 
nerazgradljive plastične embalaže iz neobnovljivih virov [13]. V lupini se hitin nahaja v 
kompleksu, grajenem okoli proteinov in mineralov, kot sta kalcijev karbonat in kalcijev 
fosfat. Tako se formira toga lupina. Izolacija hitina iz lupine raka poteka v dveh korakih. 
Najprej se proteine z uporabo natrijevega hidroksida deproteinizira in nato demineralizira 
z uporabo klorovodikove kisline (Slika 9) [33]. Za nekatere aplikacije pa je, z vidika 
alergenov, bolj zaželeno pridobivanje hitozana iz celičnih sten gliv [35].  
 
Slika 9: Postopek pridobivanja hitozana [13] 
1.4.2 Aktivna embalaža za hrano na osnovi hitozana 
Filmi iz hitozana so predmet raziskave že leta, saj zaradi svojih lastnosti predstavljajo 
odlično nadomestilo za plastično embalažo za hrano, ki jo uporabljamo trenutno. Filmi 
so lahko narejeni iz raztopin čistega hitozana ali pa mešanic med hitozanom in ostalimi 
biopolimeri, sintetičnimi polimeri ali različnimi ekstrakti. Hitozan je topen v razredčenih 
vodnih raztopinah kislin, običajno je to mlečna ali ocetna kislina. Filmi iz hitozana so 
lahko narejeni po različnih metodah: ulivanje, premazovanje, namakanje, plast-za-plastjo 
(''LBL assembly'') ali ekstrudiranje [36]. Filmi iz hitozana imajo že sami po sebi 
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antioksidativne in antimikrobne lastnosti, ki pa jih je možno izboljšati tudi z dodatki 
različnih snovi. Najpogosteje dodana vrsta bioaktivnih antioksidantov so polifenoli, ki se 
lahko inkorporirajo v matrico hitozana skozi različne dodatke. Že narejene študije 
predlagajo izboljšanje lastnosti, pomembnih pri embalaži za hrano, z dodajanjem 
naravnih izvlečkov, pridobljenih iz jabolčnih olupkov [37], semen črne kumine [38], 
timijana [39], vijoličnega sladkega krompirja [40], zelenega [41] in črnega čaja [37, 38] 
in manga [43]. Zaželene lastnosti je mogoče izboljšati tudi z dodatkom eteričnih olj, 
pridobljenih iz pešk marelic [44], origana in timijana [45],  evkaliptusa [46] in ingverja 
[47].  
1.5 Kompostiranje 
1.5.1 Zgodovina kompostiranja 
Kompostiranje se je začelo sočasno z agrikulturnimi dejavnostmi [48]. Prvi večji 
napredek v zgodovini modernega kompostiranja se je zgodil leta 1933 v Indiji, ko je Sir 
Albert Howard s sodelavci predstavil metodo ''Indore procesa''. Prvotno se je uporabljal 
le živalski gnoj, kasneje pa tudi druge biorazgradljive odpadke, kot so človeški iztrebki, 
smeti, slama in ostali hlevski odpadki. Materiali so bili zbrani v posebnih jamah, globokih 
med 0,6 in 0,9 m, in naloženi v kupe do 1,5 m. Prvotno je proces trajal vsaj 6 mesecev, 
med tem pa so kompost dvakrat prezračili. Izcedek iz komposta so zbrali in ponovno 
uporabili za preprečevanje izgube vlage. Proces se je v prihodnosti večkrat modificiral, 
izboljšava ''Indore procesa'' je vključevala predvsem pogostejše obračanje komposta za 
zagotavljanje aerobnih pogojev [49]. 
1.5.2 Proces kompostiranja 
Kompostiranje je kontrolirana aerobna biološka razgradnja organskih snovi v kompost, 
ki je stabilen, humusu podoben produkt. Dvig temperature nad 45 °C je primaren 
mehanizem za deaktivacijo patogenov in uničenje rastlinskih semen, ki jih kompost za 
nadaljnjo uporabo ne sme vsebovati. Produkt tega procesa je kompost, ki ga je mogoče 
uporabiti kot dodatek k prsti. Vsebuje pomembne nutriente, kot so dušik, fosfor in 
nekatere esencialne elemente v sledovih, in s tem izboljša rast rastlin in poveča pridelek. 
Prav tako pa stabilen kompost zmanjša vsebnost patogenov in izboljša odpornost rastlin 
na bolezni. Poleg naravnega vira hranil kompost igra pomembno vlogo v okolju tudi z 
vidika vračanja organske snovi v prst, ki se skozi kmetijstvo porablja [44, 46]. 
Glede na velikost obrata se kompostiranje deli na domače ali industrijsko. Procesi so pri 
obeh enaki, razlikujeta pa se v tehnikah in faktorjih, ki vplivajo na procese [48]. 
Poznamo odprt in zaprt proces kompostiranja. Med odprte sisteme spadajo jarki z 
naravnim ali prisilnim zračenjem, kjer gre za prosto izmenjavo plinov, vodne pare, prahu 
in mikrobnih spor z okoljem. Običajno največjo težavo predstavlja smrad, ki nastaja med 
procesom. Med zaprte sisteme štejemo tunele in bioreaktorje s prisilnim zračenjem. V 
najbolj intenzivnem delu kompostiranja se običajno uporablja zaprt sistem. V nekaterih 
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obratih so organski odpadki predhodno anaerobno obdelani, kar predstavlja kombiniran 
sistem [48]. 
1.5.3 Faktorji, ki vplivajo na uspešnost kompostiranja 
Uspešnost kompostiranja je odvisna od več osnovnih pogojev, ki so pomembni za 
mikrobiološke procese. Faktorje lahko razdelimo v 2 skupini: substrate in faktorje, ki 
izhajajo iz okolja. Med slednje spadajo kisik, vlaga, temperatura in pH. Ti parametri 
vplivajo na hitrost in obseg razgradnje. Razgradnja je hitrejša, če je na optimalnem nivoju 
več faktorjev, tisti, ki pa od optimalnega najbolj odstopa, je limitni faktor in določa 
dejansko hitrost razgradnje [50].  
Substrati 
Pri kompostiranju so substrati materiali, ki jih lahko kompostiramo, potencialnih 
substratov za kompostiranje pa je veliko. Osnova za kompostiranje so tako lahko organski 
odpadki iz gospodinjstev (npr. ostanki hrane), odpadno aktivno blato in stranski proizvodi 
iz živilskopredelovalne industrije, živalski odpadki, vrtni odpadki, kot so ostanki košnje 
trave, obrezovanja grmičevja itd., in ostanki sečnje in lesa [48,50]. Tako kot pri drugih 
bioloških procesih so kemijske in fizikalne lastnosti substratov kritične za potek in hitrost 
procesa. Izvedljivost kompostiranja narekujeta predvsem koncentracija in razmerje 
nutrientov in pa  dostopnost nutrientov mikroorganizmom. Dve najpomembnejši fizikalni 
karakteristiki substrata sta velikost delcev in vsebnost vlage v materialu. Substrat za 
kompostiranje bi moral vsebovati vse potrebne nutriente – le redko se jih naknadno dodaja 
[51]. 
Med makronutriente spadajo ogljik (C), dušik (N), fosfor (P) in kalij (K), med 
mikronutriente pa kobalt (Co), mangan (Mn), magnezij (Mg), baker (Cu) in številni drugi 
elementi. Za kalcij (Ca) ni točno določeno, ali je makro- ali mikronutrient, njegova glavna 
vloga pa je najverjetneje kot pufer – ohranja konstanten pH. Količina nutrientov v 
substratih je sicer pomembna, a še bolj je pomembno to, da so nutrienti dostopni 
mikroorganizmom. Dostopnost se razlikuje za vsak mikroorganizem, saj imajo nekateri 
mikrobi encime, ki omogočijo razgradnjo in izkoristek organske snovi, nekateri pa teh 
encimov nimajo. Nekateri materiali so zelo odporni na encimsko razgradnjo, četudi pod 
pravimi pogoji. Posledično se razgradijo zelo težko in počasneje kot ostali materiali. 
Primera takšnih materialov sta lignin (les) in hitin (peresa, lupine rakov in školjk ter 
eksoskeleti). Ogljik v celulozi je sicer nedostopen večini mikrobov, a dostopen nekaterim 
glivam [51]. 
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Razmerje C/N 
Eden najpomembnejših aspektov celotne bilance nutrientov je razmerje organskega 
ogljika proti skupnemu dušiku (C/N). Organizmi porabijo približno 30 atomov ogljika na 
en atom dušika, zato je za proces najbolj optimalno razmerje v začetnem materialu 25–
30. Razmerje, manjše od 20, vodi v izgubo dušika zaradi izhlapevanja amonijaka. 
Previsok C/N pa zmanjša bakterijsko aktivnost in proces traja dlje, kot bi ob optimalnem 
razmerju. Med procesom razgradnje se C/N konstantno manjša. To je posledica 
mineralizacije ogljika in izgube le-tega v obliki CO2 [51]. 
Kisik  
Tako kot pri vseh bioloških procesih je kisik zelo pomemben faktor. Prav nanj pa lahko 
z ustrezno tehnologijo tudi najlažje vplivamo, zato se sistemi načrtujejo predvsem z 
ozirom na prezračevanje. Prezračevanje v sistemih je lahko naravno ali prisilno. Zrak, 
ujet v praznih prostorih med materialom, ki se kompostira, se razlikuje po sestavi. 
Optimalna koncentracija kisika je med 15 in 20 %, koncentracija CO2 pa med 0,5 in 5 %. 
Ko koncentracija kisika pade pod to mejo, začnejo prevladovati anaerobni organizmi. 
Zato je pomembno, da imajo organizmi ves čas na voljo dovolj kisika, da procesi potekajo 
nemoteno. Že po nekaj urah kompostiranja koncentracija kisika pade toliko, da ga je treba 
dodajati s prezračevanjem. Periodično obračanje komposta enkrat na dan ni dovolj za 
zagotavljanje dovoljšnih koncentracij kisika. Premajhna koncentracija kisika vodi v 
neželene anaerobne procese, po drugi strani pa preveč kisika povzroči sušenje komposta. 
Količina kisika, ki je na voljo, se običajno oceni skozi enega od treh parametrov: 
poroznost, prosti zračni prostor ali nasipna gostota. Najpogosteje se uporablja nasipna 
gostota, za katero je zaželeno, da je nižja od 650 kg/m3. Iz tehničnega in ekonomskega 
vidika bi morala biti najvišja možna [47, 48]. 
Vlaga 
Eden pomembnejših faktorjev je tudi vsebnost vode v kompostu. Voda je bistvena za 
mikrobno aktivnost in mora biti prisotna skozi ves proces. Optimalna vlaga prsti je 
odvisna od vrste, fizikalne oblike in velikosti delcev začetnih materialov. Vsebnost vode 
v izključno organskih odpadkih je običajno višja (več kot 50 %) kot pri odpadkih, ki imajo 
primesi anorganskih snovi. Primanjkljaj vode povzroči izsušitev in nižjo mikrobno 
aktivnost, kar lahko zmotno nakazuje na stabilizacijo materiala, saj je fizikalno kompost 
stabilen, mikrobiološko pa ne. Nasprotno pa preveč vode povzroči anaerobne pogoje. Iz 
ekonomskega vidika je zaželena najnižja možna vsebnost vode, saj je tako masa, ki se jo 
obdeluje, najmanjša. Celotno vodo v reaktorju predstavlja dodana voda in voda, ki 
nastane z biokemijskimi procesi, ne upošteva pa se izcedka in vode, ki je izhlapela. S 
celotno vsebnostjo vode tudi ne pridobimo informacije o njeni razporeditvi v kompostu, 
saj je ta lahko zelo heterogena. V modernih sistemih za kompostiranje je vodo mogoče 
dodajati tudi med procesom. V obratih, kjer se generira veliko toplote, se veliko vode 
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izgubi med ohlajanjem skozi izparevanje. Ker to povzroči sušenje materiala, je 
priporočljivo, da se vodo periodično dodaja za zagotavljanje visoke mikrobiološke 
aktivnosti. Dodajanje vode mora potekati skupaj z mehanskim mešanjem. Na koncu 
kompostiranja je zahtevana vsebnost vode precej nizka, okoli 30 %, da se ustavi nadaljnjo 
biološko aktivnost že stabiliziranega materiala  [44, 47, 48].  
Temperatura 
Med procesom kompostiranja mikroorganizmi proizvedejo velike količine energije. Le 
40–50 % te energije se uporabi za sintetiziranje ATP, ostalo pa se sprosti v obliki toplote, 
kar povzroči dvig temperature v kompostu. Temperatura lahko doseže tudi do 90 °C. 
Tako visoke temperature inhibirajo rast mikrobov in povzročijo počasnejšo razgradnjo 
organske snovi. Le nekaj vrst bakterij je termofilnih in izkazujejo metabolno aktivnost 
tudi pri temperaturah nad 70 °C. Optimalna temperatura za najhitrejšo razgradnjo in 
najvišjo metabolno aktivnost je med 30 in 45 °C. Kljub počasnejši razgradnji pri visokih 
temperaturah pa je ta faza zelo pomembna za higienizacijo komposta, saj so tako uničeni 
človeški in rastlinski patogeni, rastlinska semena in ličinke insektov  [47, 49]. 
pH 
Načeloma je mogoče  kompostirati vse organske snovi s pH v območju med 3 in 11. Za 
začetek procesa ni potrebna točno določena vrednost, pomembno pa je, da je v območju, 
kjer mikroorganizmi lahko delujejo. Optimalne začetne vrednosti so med 5,5 in 8. 
Bakterije imajo raje nevtralen pH, medtem ko se glive bolje razvijejo v rahlo kislem 
okolju. V praksi je pH materiala težko spreminjati. Na začetku procesa se pH zniža kot 
posledica aktivnosti bakterij, ki razbijejo kompleksne organske snovi v organske kisline 
in intermediate. Po končani kisli fazi in ko so intermediati popolnoma mineralizirani, se 
pH dvigne in je na koncu procesa približno 8 [47, 48]. 
1.5.4 Faze komposta in organizmi, ki sodelujejo pri kompostiranju 
Za razumevanje mikroorganizmov, ki so vključeni v proces kompostiranja, se je treba 
zavedati, da je kompostiranje sestavljeno iz 4 faz, ki se razlikujejo glede na temperaturo 
in dejavnost mikroorganizmov [51].  
Mezofilna faza (25–40°C) 
V prvi, začetni fazi je prisotnih veliko lahko biorazgradljivih snovi, kot so sladkorji in 
proteini, ki se razgradijo prvi. Razgradijo jih lahko glive, aktinobakterije in bakterije. Če 
so mehanski vplivi, kot je npr. obračanje komposta, majhni, se razvijejo tudi črvi, pršice, 
stonoge in druga mezofavna. Odvisno od načina kompostiranja je lahko doprinos teh 
živali k celotni razgradnji zanemarljiv ali pa velik. Primer slednjega je vermikopostiranje 
– kompostiranje s črvi [53]. 
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Termofilna faza (35–60°C) 
Organizmi, ki so prilagojeni višjim temperaturam, počasi popolnoma zamenjajo 
mezofilno floro, ki odmre, termofilni mikroorganizmi pa razgradijo ostanke. Razgradnja 
je hitra in se pospešuje, dokler ni dosežena temperatura 62 °C. Termofilne glive imajo 
maksimum rasti med 35 in 55 °C, višje temperature pa rast inhibirajo. Termotolerantne 
in termofilne bakterije ter aktinobakterije so aktivne tudi pri višjih temperaturah. Kljub 
temu da večina mikroorganizmov pri temperaturah nad 65 °C odmre, se lahko 
temperature dvignejo tudi do 80 °C. Višje temperature pa se ne pojavijo v vseh predelih 
komposta, zato je treba z rednim obračanjem materiala zagotoviti, da je vsak del substrata 
premaknjen v središče in s tem v najbolj vroč del komposta [53]. 
Faza ohlajevanja (druga mezofilna faza) 
Temperatura se začne nižati, ko se zaradi pomanjkanja substratov zniža aktivnost 
termofilnih organizmov. Mezofilni organizmi se ponovno razvijejo v kompostu iz spor, 
ki so preživele višje temperature, ali pa pridejo iz zunanjih virov. V tej fazi prevladujejo 
organizmi, ki razgrajujejo škrob in celulozo [53]. 
Faza zorenja 
Med zadnjo fazo, fazo zorenja, je kvaliteta substrata že zelo nizka. Običajno se pojavi 
večji del gliv, število bakterij pa se zmanjša. Ustvarjene so spojine, ki niso več 
razgradljive. To so npr. kompleksi lignina in humusa [53]. 
Aktivnost komposta in njegova sposobnost razgrajevanja sta določena z aktivnostjo 
encimov, saj velja, da so glavni vir encimov mikroorganizmi, ki sodelujejo v razgradnji 
[50, 51]. 
Ureaze hidrolizirajo pretvorbo sečnine v amonijak in ogljikov dioksid (enačba 1) [56]. 
𝐶𝑂(𝑁𝐻2)2 + 2𝐻2𝑂 → 2𝑁𝐻4
+ + 2𝑂𝐻−      ( 1 ) 
Proizvajajo jih mnoge rastline in mikroorganizmi, ki se nahajajo na tleh. Ureaze so 
znotrajcelični encimi, najti pa jih je možno tudi izven celice, saj se ob smrti celice 
sprostijo v okolje, kjer ostanejo funkcionalne. Delež znotrajcelične ureaze je med 37 % 
in 73 %, preostanek pa je zunajcelična [57].  
Dehidrogenaze so glavni predstavnik oksireduktaz (EC 1). So najpomembnejši encim 
pri določanju aktivnosti prsti, saj se pojavljajo v vseh živih organizmih, ne akumulirajo 
pa se zunaj celic. Katalizirajo več reakcij oksidacije organske snovi v prsti s prenosom 
vodika iz organskih substratov na anorganske akceptorje. Obstaja več različnih vrst 
dehidrogenaz, ki prenašajo vodik na različne spojine. Dehidrogenaze so temeljni del 
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encimskega sistema vseh mikroorganizmov in tako služijo kot odličen indikator celotne 
mikrobne aktivnosti v prsti [58–60].   
1.6 Biorazgradljivost hitozana 
Kljub temu da je hitin v naravi zelo razširjen in se nahaja v mnogih organizmih, pa ni 
dokazov o akumulaciji hitina skozi daljše časovno obdobje, kar kaže na njegovo uspešno 
biorazgradnjo v okolju do osnovnih gradnikov in ponovno uporabo za rast biomase [61]. 
Zaradi široke uporabnosti hitozana tudi na področju biomedicine je bilo narejenih že več 
študij biorazgradljivosti hitozana. Dokazano je bilo, da je hitozan možno razgraditi na 
netoksične ostanke [62]. Hitin prav tako igra pomembno vlogo pri kroženju ogljika in 
dušika (Slika 10 in Slika 11) [61].  
 
Slika 10: Kroženje ogljika preko biorazgradljivih polimerov [12] 
 
Slika 11: Vloga hitina v ogljikovem in dušikovem ciklu [61] 
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1.6.1 Mehanizem biorazgradnje hitozana 
Pri razlagi mehanizma biorazgradnje hitozana je treba upoštevati, da je hitozan 
polisaharid, ki pa ima tudi amino skupino. Opažena je bila povezava med hitrostjo 
razgradnje in molekulsko maso, stopnjo deacetilacije in distribucijo ostankov N-acetil-D-
glukozamina [63]. Biorazgradnja hitozana je odvisna, ne samo od stopnje deacetilacije, 
ampak tudi od kristaliničnosti, saj je hitozan semi-kristaliničen polimer. Kristaliničnost 
je maksimalna pri stopnji deacetilacije 0 %,  kar predstavlja čisti hitin, ali pa pri 100 %, 
kar predstavlja čisti hitozan. Med tema vrednostnima pa se kristaliničnost manjša. Hitrost 
biorazgradnje se veča, ko se kristaliničnost manjša. To se zgodi pri približno 60-% 
deacetiliranem hitozanu [35]. Prav tako pa na kristaliničnost in posledično biorazgradnjo 
vpliva tudi razporeditev ostankov acetilnih skupin. Hitozan z nižjo molekulsko maso je 
tako lažje biorazgradljiv kot hitozan z visoko molekulsko maso [64]. 
In vivo je hitozan, razgradljiv z različnimi encimi. Encimi, ki razgrajujejo hitin, pa so bili 
najdeni tudi v glivah, bakterijah, algah, mesojedih rastlinah in v prebavnem traktu višje 
razvitih živali [61]. Najpogosteje so to encimi hitinaze in hitozanaze. Njihova 
učinkovitost je odvisna od stopnje deacetilacije. Tudi celulaze imajo sposobnost cepljenja 
vezi v hitinu oz. hitozanu (Slika 2). Za raziskave razgradljivosti, predvsem za medicinske 
uporabe hitozana, se pogosto uporabljajo tudi lizosomi, saj so prisotni v večini 
organizmov. Imajo sposobnost hidrolize hitina, vendar so v primerjavi s hitinazami manj 
učinkoviti [31, 57].  Biorazgradnja poteka z oksidacijo ter kemijsko ali encimatsko 
hidrolizo. Takšne metode se, pod kontroliranimi pogoji, pogosto uporabljajo tudi za 
pripravo hitozana z nizko molekulsko maso [65].  Predpostavlja se, da so najpomembnejši 
mediator pri razgradnji hitina v naravi bakterije. Dokazano je bilo, da je naraščajoče 
število bakterij povezano s hidrolizo hitina. Kljub temu pa so zelo pomembne tudi glive, 
saj so bolj odporne na različen pH in temperaturo [61]. Najpomembnejši faktorji, ki 
vplivajo na procese razgradnje, so molekulska masa hitozana, stopnja deacetilacije, 
polidisperznost, stopnja čistosti in vsebnost vlage.  
Predpostavljeni mehanizem biorazgradnje hitozana se običajno začne z naključnim 
cepljenjem β-1,4-glikozidnih vezi, kar pomeni depolimerizacijo. Razgradnja netopnega 
hitina in hitozana običajno poteka v treh korakih: 
• cepljenje polimera v vodotopne oligomere; 
• delitev oligomerov v dimere; 
• cepljenje dimerov v monomere. 
Prva dva koraka sta običajno katalizirana s hitinazami, ki se nahajajo v bakterijah [61]. 
Sledi cepljenje N-acetilnih vezi (deacetilacija). Če se deaminacija nadaljuje, lahko 
nastanejo celulozi podobne strukture. Posledično se zmanjša molekulska masa in poveča 
stopnja deacetilacije (Slika 12). Hkrati se lahko pojavi cepljenje ostalih skupin, kot so 
amino, karbonilnih, amido in hidroksilnih, vendar je to odvisno od fizikalnih pogojev in 
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vrste encimov. Posledica depolimerizacije hitozana so tudi prosti radikali, kar lahko vodi 
v proces oksidacije [66].  
 
 
Slika 12: Shema mehanizma razgradnje hitina in hitozana [61] 
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2 Namen dela in hipoteze 
 
Namen magistrskega dela je bil, preveriti, ali so filmi na osnovi hitozana z dodatkom 
stabilizatorja hrastovega ekstrakta razgradljivi v prsteh, pridobljenih iz različnega okolja 
z različnimi namembnostmi. Želeli smo določiti, kako hitro poteka razgradnja v 
kompostu, vrtni in vinogradniški prsti.  Delovni hipotezi sta bili: 
• Vsebnost naravnih ekstraktov v filmih na osnovi hitozana upočasnjuje 
biorazgradnjo. 
• Filmi se v manj aktivni prsti razgrajujejo občutno dlje. 
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3 Eksperimentalno delo 
V eksperimentalnem delu magistrske naloge smo preverili biorazgradljivost filmov iz 
hitozana z dodatkom rastlinskih ekstraktov v različnih zemljah in pri različnih vlažnostih. 
Vsi vzorci so imeli paralelke, vsak eksperiment pa je bil ponovljen dvakrat.  
Najprej smo pripravili filme iz hitozana z dodatkom naravnega ekstrakta. Pred razgradnjo 
smo izmerili optične lastnosti, vsebnost polifenolov in antioksidativne lastnosti, vsebnost 
vode in topnost v vodi, opravili analizo FT-IR ter pridobili slike površine z vrstičnim 
elektronskim mikroskopom (SEM). Z merjenjem optičnih in antioksidativnih lastnosti 
smo preverili primernost filmov za embalažo za hrano, zaradi spremembe oblike in 
količine vzorca pa teh dveh analiz nismo mogli opravljati tudi po biorazgradnji.  
Biorazgradnja je potekala v treh različnih prsteh: kompost iz industrijske kompostarne, 
vrtna prst in prst iz vinograda (Slika 13). Izbira zemelj je temeljila na želji, da bi dokazali 
različne hitrosti biorazgradljivosti glede aktivnost zemlje, pri čemer smo predpostavili, 
da sta kompost in vrtna zemlja bolj aktivna, vinogradniška pa manj. 
 
Slika 13: Uporabljene prsti: a) kompost [67] b) vrtna prst [68] c) prst iz vinograda [69] 
 
Opravili smo tudi analizo zemlje. Določili smo aktivnost dehidrogenaz in ureaz, vsakič 
pa smo pred biorazgradnjo določili vsebnost vlage v zemlji.  
Po testz biorazgradnje smo vzorce slikali s kamero, določili izgubo mase filmov iz 
hitozana, ponovno izmerili vsebnost polifenolov, opravili analizo FT-IRin pridobili 
slike površine z uporabo SEM.  
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3.1 Priprava filmov na osnovi hitozana  
Priprava filmov je potekala po spremenjenem protokolu iz literature [70]. Shema poteka 
priprave filmov je prikazana na Slika 14. Filme iz hitozana smo pripravili tako, da smo v 
1 vol% vodne raztopine mlečne kisline raztopili toliko hitozana, da je bila končna 
koncentracija 1,5 ut% hitozana. Hitozan je bil kupljen pri podjetju Sigma-Aldrich in je 
imel molekulsko maso med 310000 in 375000 Da. Kot plastifikator smo dodali glicerol 
v takšni količini, da smo dosegli 30 ut% glede na maso hitozana. Raztopino smo na 
magnetnem mešalu mešali 48 ur in nato vakuumsko filtrirali čez 4 plasti gaze. Za film z 
ekstraktom smo po filtriranju dodali od 0,1 do 1 ut% hrastovega ekstrakta (Tanin, 
Sevnica) v obliki prahu, homogenizirali in pustili 24 ur, da so se izločili mehurčki, ki smo 
jih nato odstranili s spatulo. Filme smo sušili v petrijevkah 48 ur pri 40 °C. Pri vlivanju v 
petrijevke je treba paziti, da se vsakič nalije enaka količina, da zagotovimo enako 
debelino filmov. Za petrijevke v velikosti 12x12 cm smo uporabili 49 mL raztopine.  
 
Slika 14: Postopek priprave filmov iz hitozana z naravnim ekstraktom [71] 
V eksperimentalnem delu smo uporabljali oznake vzorcev CH in OE. CH pomeni film 
iz hitozana in OE film iz hitozana z dodatkom hrastovega ekstrakta. 
3.2 Karakterizacija filmov pred in po biorazgradnji 
3.2.1 Optične lastnosti 
Optične lastnosti smo izmerili tako, da smo odrezali približno 1 cm širok in 4 cm dolg 
košček filma, ga dali v kiveto in izmerili absorbanco med 200 in 800 nm z uporabo 
spektrofotometra Lambda 40 UV/Vis (PerkinElmer, Waltham, ZDA). Meritve so bile 
izvedene trikrat, pod sobnimi pogoji, z zrakom kot referenco. Rezultati so izraženi kot 
odstotek transmitance. 
3.2.2 Vsebnost polifenolov in antioksidativne aktivnosti (AA) 
Vsebnost polifenolov smo izmerili z reagentom Folin-Ciocalteu, antioksidativne lastnosti 
pa smo določili z metodo lovljenja 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikalov. 
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Za določanje vsebnosti polifenolov smo v epico zatehtali do 5 mg filma in dodali toliko 
vode, da je koncentracija dosegla 5 mg filma/mL. Nato smo odpipetirali 10 vol% glede 
na volumen vode reagenta Folin-Ciocalteu in 20 vol% glede na volumen vode 10 % (w/v) 
raztopine Na2CO3. Raztopine s filmi smo 2 uri inkubirali na sobni temperaturi v temi, 
raztopine prenesli na mikrotitrsko ploščo in s spektrofotometrom izmerili absorbanco pri 
765 nm. Rezultati so izraženi kot masa ekvivalenta galne kisline (GAE) na maso vzorca 
[43]. Za umeritveno krivuljo smo kot standard uporabili galno kislino v koncentracijah 
50; 25; 12,5; 6,25; 3,13 in 1,56 µg/mL raztopine. Vsebnost polifenolov smo preverili pred 
biorazgradnjo in spremljali morebitno spremembo 19 dni. Vzorce, ki so bili hranjeni v 
temnem prostoru pri sobni temperaturi, smo testirali ob dnevih 0, 4, 8, 10, 14 in 19. Prav 
tako smo koncentracijo polifenolov določili vsakemu vzorcu, ki smo ga pridobili med 
biorazgradnjo, po tem, ko smo določili izgubo mase.  
Metoda določevanja antioksidativnih lastnosti temelji na inhibiciji prostih radikalov 
DPPH ob stiku z antioksidativno snovjo [72]. Za določanje antioksidativne aktivnosti smo 
v epico zatehtali do 5 mg filma, dodali toliko 96-% etanola, da je koncentracija dosegla 5 
mg filma/mL etanola. V temi in na sobni temperaturi smo inkubirali 24 ur. 0,2 µM 
raztopino DPPH v etanolu in etanolni ekstrakt smo zmešali v razmerju 1 : 1. Raztopina 
DPPH je bila vedno sveže pripravljena in hranjena v temi, saj na svetlobi ni stabilna. V 
temi in na sobni temperaturi smo inkubirali še 30 min, prenesli na mikrotitrsko ploščo in 
s sprektrofotometrom izmerili absorbanco pri 517 nm. Odstotek (%) inhibicije smo 
izračunali po enačbi 2: 
𝐴𝐴 (%) =  
𝐴0−𝐴𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐
𝐴0
𝑥 100     ( 2 ) 
A0 [/] predstavlja absorbanco slepega vzorca, kjer sta v razmerju 1 : 1 zmešana etanol in 
raztopina DPPH, Avzorec [/] pa predstavlja absorbanco vzorca.  
3.2.3 Vsebnost vode in topnost v vodi 
Vsebnost vode smo določili tako, da smo na urno steklo zatehtali košček filma do 7 mg, 
kar je predstavljalo začetno maso M1 [mg], 24 ur sušili na 105 °C in ponovno stehtali M2 
[mg]. Vsebnost vode smo izračunali po enačbi 3: 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑜𝑑𝑒 (%) =
(𝑀1−𝑀2)
𝑀1
 𝑥 100  ( 3 ) 
                 
  
Ana Oberlintner: Razgradnja bioplastike na osnovi hitozana v kopenskem okolju 
26 
 
Posušene filme smo prestavili v viale s 5 mL vode. Po 24 urah namakanja pri sobni 
temperaturi smo filme ponovno prestavili na urna stekla in sušili 24 ur pri 105 °C, da smo 
dobili končno maso M3 [mg]. Topnost filmov v vodi smo določili z enačbo 4: 
𝑡𝑜𝑝𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣 𝑣𝑜𝑑𝑖 (%) =
(𝑀2−𝑀3)
𝑀2
 𝑥 100   ( 4 ) 
   
Vse meritve so bile ponovljene trikrat [41].  
3.2.4 Izguba mase vzorca 
Izgubo mase vzorca smo določili tako, da smo vzorec posušili do konstantne mase (24 h, 
105 °C), ga stehtali in po enačbi 5 izračunali izgubo mase. 
𝑖𝑧𝑔𝑢𝑏𝑎 𝑚𝑎𝑠𝑒 (%) =  1 −
𝑀𝑝𝑜
𝑀𝑝𝑟𝑒𝑑∗(1−
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑜𝑑𝑒
100
)
   ( 5 ) 
 
Mpred [g] predstavlja maso vzorca pred biorazgradnjo in Mpo [g] suho maso tega vzorca 
po biorazgradnji. Vsebnost vode [%] pa predstavlja vrednost, izračunana po enačbi 3.  
3.2.5 Morfološke lastnosti filmov 
Za določanje morfoloških lastnosti smo vzorce najprej slikali s kamero na telefonu, nato 
pa jih pregledali še z vrstičnim elektronskim mikroskopom (SEM). Suhe vzorce smo na 
analizo pripravili tako, da smo ga namestili na grafitni trak. Slike SEM so bile posnete na 
Kemijskem inštitutu z uporabo elektronskega mikroskopa SUPRA 35VP (Carl Zeiss, 
Jena, Nemčija). Primerjali smo površino pred in po biorazgradnji. 
3.2.6 Fourerova transformirana infrardeča spektroskopija (FT-IR) 
Za določanje spremembe v strukturi filmov smo posneli spekter FT-IR posušenih vzorcev 
pred in po razgradnji. Analiza je bila opravljena pri sobni temperaturi pri valovnem 
številu od 4000 cm-1 do 40 cm-1, z resolucijo 4 cm-1. Uporabljen je bil spektrometer 
Spectrum Two FT-IR (PerkinElmer, Waltham, ZDA). 
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3.3 Analiza prsti 
Biorazgradljivost filmov na osnovi hitozana smo določili v treh različnih vrstah prsti: 
kompostu, vinogradniški prsti in vrtni prsti. Najprej smo določili aktivnost encimov 
ureaz in dehidrogenaz v vseh treh vrstah prsti, pred razgradnjo pa smo vsakič določili 
vsebnost vlage v prsti.   
3.3.1 Vsebnost vlage 
Vsebnost vlage v prsti smo določili tako, da smo v petrijevko zatehtali približno 20 g 
prsti, jo sušili najmanj 1 uro v pečici z ventilacijo na 105 °C, ohladili v eksikatorju in 
ponovno stehtali (Slika 15). Vsebnost vlage [%] smo izračunali po enačbi 6, kjer so vse 
mase predstavljene v g: 
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑙𝑎𝑔𝑒 𝑣 𝑝𝑟𝑠𝑡𝑖 (%) =  
𝑚𝑝𝑒𝑡𝑟𝑖𝑗𝑒𝑣𝑘𝑒+𝑝𝑟𝑠𝑡𝑖−𝑚𝑝𝑒𝑡𝑟𝑖𝑗𝑒𝑣𝑘𝑒+𝑠𝑢ℎ 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑒𝑐
𝑚𝑝𝑟𝑠𝑡𝑖
   ( 6 ) 
 
Slika 15: Posušeni vzorci prsti, od leve proti desni: kompost, vinogradniška in vrtna 
prst 
3.3.2 Aktivnost ureaz 
Ureaze hidrolizirajo pretvorbo sečnine v amonijak in ogljikov dioksid. Tako je dušik v 
obliki, dostopni rastlinam. Aktivnost ureaz se določi spektrofotometrično z analizo 
nastalega amonijaka. Amoniak tvori v alkalnem mediju z natrijevim salicilatom 
(C7H5O3Na) in natrijevim citratom dihidratom (C6H5O7Na3 x 2H2O) v prisotnosti 
natrijevega dikloroizocianurata (C3Cl2N3NaO3 x 2H2O) spojino rumenozelene barve [73].  
V 250-mL erlenmajerice smo zatehtali po 5 g prsti. Aktivnost ureaz v vsaki prsti je bila 
izmerjena v treh paralelkah, potrebna pa je tudi kontrola. Vzorcem smo dodali 2,5 mL 
0,08 M vodne raztopine sečnine, kontroli pa 2,5 mL destilirane vode. Erlenmajerice smo 
zatesnili in postavili v inkubator za 2 h na 37 °C. Po 2 h smo s 50 mL raztopine 1 M KCl 
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in 0,01 M HCl ustavili hidrolizo sečnine in erlenmajerice za 30 min postavili na magnetno 
mešalo. Kontroli smo tik pred dodatkom raztopine KCl/HCl dodali še 2,5 mL sečnine. Po 
30 min mešanja smo nastale suspenzije prefiltrirali, odpipetirali 1 mL filtrata in z 
destilirano vodo razredčili na 10 mL. Dodali smo po 4 mL vsakega barvnega reagenta A, 
ki vsebuje 130 g natrijevega salicilata, 130 g natrijevega citrata dihidrata in 0,97 g 
natrijevega pentacianoferata na 1L vode, in barvnega reagenta B, ki vsebuje 32 g NaOH, 
2 g natrijevega dikloroizocianurata na 1L vode, počakali 1 h in izmerili absorbance pri 
655 nm [73]. 
Vsebnost NH4
+ smo preračunali iz umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili z raztopinami 
s koncentracijami 0,5; 1,0; 1,5 in 2,0 µg mL-1. Aktivnost ureaz je izražena kot µg 
hidroliziranega N na g suhega vzorca pri 37 °C [73].  
Za meritev absorbance je bil uporabljen spektrofotometer Cary 50 Probe UV-VIS (Varian 
Australia Pty. Ltd., Mulgrave, Avstralija). 
3.3.3 Aktivnost dehidrogenaz 
Aktivnost dehidrogenaz predstavlja skupno aktivnost mikroorganizmov v prsti. 
Določimo jo s pomočjo 2,3,5-trifeniltetrazolijevega klorida (TTC), ki predstavlja 
substrat. Dehidrogenaze ga pretvorijo v trifenil formazan (TPF), ki je rdeče barve. 
Količino proizvedenega TPF se določi spektrofotometrično. 
Za vsako prst smo potrebovali 3 epruvete, kamor smo zatehtali po 1 g naravno vlažnega 
vzorca, potreben pa je tudi kontrolni vzorec. V epruvete z vzorci smo dodali 1 mL TTC, 
v kontrolo pa 1 mL pufra. Epruvete smo pretresli, jih zamašili z gumijastim zamaškom in 
inkubirali na sobni temperaturi 18 h. Po končani inkubaciji smo vsem vzorcem dodali 5 
mL acetona, ki ekstrahira TPF, in 2h inkubirali v temi. Epruvete smo pretresli pred 
inkubacijo in vsako naslednjo uro. V temi smo filtrirali vzorce skozi naguban filter ter 
izmerili absorbanco pri valovni dolžini 485 nm, kjer je slepo vrednost predstavljal aceton. 
Za umeritveno krivuljo smo pripravili raztopine TPF z naslednjimi koncentracijami: 0; 
3,33; 6,67; 16,7 in 33,3 µg mL-1. Aktivnost dehidrogenaz smo izračunali po enačbi 7 [73]: 
𝑎 =  
(𝜌𝐶𝑆−𝜌𝐵𝑆)∗𝑉
𝑚∗
𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑣𝑙𝑎𝑔𝑒 
100
∗𝑡
       ( 7 ) 
V tej enačbi črka a predstavlja aktivnost dehidrogenaz, izraženo v µg TPF na gram suhe 
snovi vzorca na uro, 𝜌𝐶𝑆 celotno povprečno koncentracijo TPF v paralelnih vzorcih v µg 
mL-1 in 𝜌𝐵𝑆 celotno povprečno koncentracijo TPF v slepem vzorcu v µg mL
-1. V 
predstavlja volumen raztopine v mL, t čas inkubacije v h, m začetno maso vzorca v g in 
vsebnost vlage vrednost v %, izračunano po enačbi 6.  
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3.4 Kompostiranje 
Pripravljene filme smo razrezali na koščke velike 3x3 cm (Slika 16).  
 
Slika 16: Razrezani koščki filmov 
Razgradnja je potekala za vsako prst posebej. V 8 kristalizirk smo zatehtali po 250 g prsti, 
od tega je v 4 potekala razgradnja z naravno vlažnostjo prsti in v 4 z dodatkom 2,5 mL 
destilirane vode. V vsako kristalizirko smo položili 4 koščke filma, tako da so bili dvakrat 
po 4 vzorci filma brez dodatkov v 2 kristalizirkah z naravno vlago in dvakrat po 4 vzorci 
v prsti z dodano vodo. Enako smo naredili tudi za filme z dodatkom (Slika 17). Vse vzorce 
smo stehtali in označili, kje v kristalizirki so.  
 
Slika 17: Shematski prikaz eksperimenta s filmi na osnovi hitozana brez dodanega 
ekstrakta (CH) in filmi z dodanim ekstraktom (OE) 
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Vzorce smo nato analizirali po 3, 7, 10 in 14 dneh, če do takrat še niso razpadli. Vzorce, 
odvzete iz prsti, smo očistili koščkov prsti s pinceto in destilirano vodo ter jih pred analizo 
posušili. Po vsakem odvzemu vzorca smo prst v kristalizirki previdno premešali, da se je 
prst prezračila. Vsi vzorci so imeli paralelke, vsak eksperiment pa je bil ponovljen 
dvakrat. Na Slika 18 je prikazana kristalizirka z vinogradniško prstjo po biorazgradnji.  
 
Slika 18: Kristalizirka z vinogradniško prstjo   
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4 Rezultati in razprava 
Obstaja več alternativnih materialov za embalažo za hrano, ki so osnovani na 
biopolimerih, kar pa še ne pomeni, da so tudi biorazgradljivi. Zanimalo nas je, ali imajo 
filmi iz hitozana primerne lastnosti, da bi jih lahko uporabljali kot embalažo za hrano, in 
ali so biorazgradljivi v kopenskem okolju. V eksperimentalnem delu magistrske naloge 
smo preverili biorazgradljivost filmov iz hitozana z dodatkom rastlinskih ekstraktov v 
različnih prsteh in pri različnih vlažnostih.  
Izbira prsti je temeljila na želji, da bi dokazali različne hitrosti biorazgradljivosti glede na 
aktivnost encimov v prsti, kjer smo predpostavili, da sta kompost in vrtna prst bolj 
aktivna, vinogradniška pa manj. 
Najprej smo pripravili filme iz hitozana z dodatkom naravnega ekstrakta. Pred razgradnjo 
smo izmerili optične lastnosti, vsebnost polifenolov in antioksidativne lastnosti, vsebnost 
vode in topnost v vodi, opravili analizo FT-IR ter pridobili slike površine z vrstičnim 
elektronskim mikroskopom (SEM). Z merjenjem optičnih in antioksidativnih lastnosti 
smo preverili primernost filmov za embalažo za hrano, zaradi spremembe oblike in 
količine vzorca pa teh dveh analiz nismo mogli opravljati tudi po biorazgradnji.  
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4.1 Analiza filmov pred biorazgradnjo 
4.1.1 Optične lastnosti 
Pri embalaži za hrano je pomembna sposobnost zaščite vsebine pred UV-svetlobo, saj 
mnoge spojine v hrani izgubijo svojo funkcionalnost ob absorpciji UV-žarkov. 
Izpostavljenost svetlobi lahko vodi k razbarvanju, nastajanju hlapnih spojin, ki povzročijo 
smrad in slab okus, ali k nastajanju strupenih in rakotvornih snovi [74].  
Iz Graf 1 je razvidno, da filmi na osnovi hitozana brez ekstrakta prepuščajo vso svetlobo 
z valovno dolžino, višjo od 210 nm, medtem ko filmi z 0,1 ut% hrastovega ekstrakta ne 
prepuščajo UV-svetlobe do valovne dolžine 350 nm. To pomeni, da lahko vsebino 
uspešno zaščitijo pred vplivi svetlobe in so iz tega vidika primerni za uporabo za 
embalažo za hrano. 
 
Graf 1: Odvisnost transmitance od valovne dolžine svetlobe pri filmih na osnovi 
hitozana brez ekstrakta (CH) in z dodanim ekstraktom (OE) 
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4.1.2 Vsebnost polifenolov in antioksidativne lastnosti filmov 
Preverili smo, ali se vsebnost polifenolov spreminja skozi čas. Graf 2 prikazuje, da prihaja 
do odstopanj med posameznimi meritvami, vendar se vsebnost polifenolov skozi čas ne 
spremeni bistveno.  Razlika v vsebnosti polifenolov med filmom brez ekstrakta in filmom 
z ekstraktom je očitna. Prvi vsebuje 0,305 mgGAE g filma-1, drugi pa 3,622 mgGAE g filma-
1. Ker je edina razlika med filmoma dodatek hrastovega ekstrakta, lahko sklepamo, da je 
razlika posledica dodanega ekstrakta.  
 
Graf 2: Sprememba vsebnosti polifenolov skozi čas v filmih na osnovi hitozana brez 
ekstrakta (CH) in z dodanim ekstraktom (OE) 
Preverili smo tudi antioksidativne lastnosti. Pomerili smo jih samo enkrat, saj smo prej 
ugotovili, da se vsebnost polifenolov, ki so razlog za antioksidativnost, ne spreminja 
bistveno. Filmi z dodatkom hrastovega ekstrakta imajo večjo sposobnost inhibicije 
DPPH-radikalov in imajo tako večjo sposobnost antioksidativnosti (Tabela 1). 
 Tabela 1: Antioksidativna aktivnost filmov iz hitozana brez ekstrakta (CH) in z 
dodanim ekstraktom (OE) 
Film inhibicija prostih radikalov 
(%) 
CH 11 ± 2 
OE 31 ± 5 
4.1.3 Vsebnost vode in topnost v vodi 
Vsebnost vode in topnost v vodi smo določili pred vsakim poskusom biorazgradljivosti. 
Ker so bili vsakič pripravljeni novi filmi, so se vsebnosti vode razlikovale, vseeno pa so 
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filmi iz čistega hitozana vedno vsebovali več vode kot tisti z dodatkom hrastovega 
ekstrakta (Graf 3).  
 
Graf 3: Vsebnost vode v filmih na osnovi hitozana brez ekstrakta (CH) in z dodanim 
ekstraktom (OE) 
Pred biorazgradnjo smo preverili tudi topnost v vodi (Graf 4). Ugotovili smo, da filmi 
niso popolnoma topni v vodi, kar pomeni, da se morebitne izgube mase ne more pripisati 
temu. 
 
Graf 4: Topnost filmov na osnovi hitozana brez ekstrakta (CH) in z dodanim ekstraktom 
(OE ) v vodi  
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4.2 Analiza prsti pred biorazgradnjo 
4.2.1 Vlažnost prsti 
Pred vsakim kompostiranjem smo preverili vlažnost prsti. Ker smo v vsaki prsti 
kompostirali dvakrat z razmikom 14 dni, smo tako preverili tudi, ali se je vlažnost prsti 
spreminjala skozi čas. Pri kompostu in vrtni prsti s tem ni bilo težav, vinogradniško prst 
pa smo morali sproti vlažiti, saj se je hitro sušila. Povprečna vlažnost komposta je bila 
58 %, vinogradniške 25 % in vrtne prsti 59 % (Graf 5). 
 
Graf 5: Vlažnost različnih prsti 
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4.2.2 Aktivnost ureaz  in dehidrogenaz 
Aktivnost dehidrogenaz je bila najvišja v kompostu (56 µg TPF g-1 h-1) in najnižja v 
vinogradniški prsti (6 µg TPF g-1 h-1), kar prikazuje Graf 6. Aktivnost ureaz se med prstmi 
ni bistveno razlikovala (Graf 7). 
 
Graf 6: Aktivnost dehidrogenaz 
 
 
Graf 7: Aktivnost ureaz 
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4.3 Biorazgradnja  
4.3.1 Izguba mase 
Iz Graf 8 lahko razberemo, da se filmi iz hitozana brez dodatkov ekstrakta razgradijo v 
vseh preizkušenih vrstah prsti pri naravni vlažnosti. Razgradnja je potekala enako hitro v 
vinogradniški in v vrtni prsti, kjer je bila popolna razgradnja dosežena v 3 dneh,  
počasnejša pa je bila v kompostu, kjer je bilo za popolno razgradnjo potrebnih 8 dni.  
 
Graf 8: Razgradnja filmov iz hitozana brez ekstrakta (CH) pri naravni vlažnosti prsti 
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Graf 9 prikazuje izgubo mase filmov iz hitozana z dodatkom hrastovega ekstrakta v prsteh 
z naravno vlažnostjo. Razgradnja filmov v vrtni prsti in kompostu je bila popolna in 
hitrejša od razgradnje v vinogradniški prsti.  Z interpolacijo sem izračunala, da bi filmi z 
ekstraktom v vinogradniški prsti popolnoma razpadli po 17 dneh. Počasnejša razgradnja 
filmov z dodatkom hrastovega ekstrakta kaže na to, da ekstrakt stabilizira film in s tem 
sicer izboljša lastnosti, ki so pomembne za embalažo za hrano, a upočasni biorazgradnjo.  
 
Graf 9: Razgradnja filmov iz hitozana s hrastovim ekstraktom (OE) pri naravni 
vlažnosti prsti 
Na Graf 10 je prikazana razgradnja filmov iz hitozana brez dodanega ekstrakta v prsteh, 
ki jim je bilo dodanih 2,5 mL destilirane vode. V primerjavi z razgradnjo v prsti z naravno 
vlažnostjo (Graf 8) je razgradnja opazno počasnejša v vinogradniški prsti, malo 
počasnejša pa je tudi v kompostu. Enak pojav opazimo tudi na Graf 11, kjer je razlika še 
bolj opazna. Izračun predvideva, da bi se filmi z ekstraktom v vinogradniški prsti z 
dodatkom vode popolnoma razgradili šele po 25 dneh. Možno je, da presežek vode 
povzroči anaerobne pogoje in tako upočasni razgradnjo filmov. Vinogradniška prst je bila 
iz okolja odvzeta jeseni, ko je bolj vlažna kot poleti, zato bi bilo smiselno preveriti tudi, 
kako poteka biorazgradnja z nižjo vsebnostjo vode.  
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Iz Graf 11  je ponovno razvidno, da je razgradnja filmov v vrtni prsti opazno hitrejša kot 
v kompostu.  
 
Graf 10: Razgradnja filmov na osnovi hitozana brez ekstrakta (CH) v prsti z dodatkom 
vode 
 
Graf 11: Razgradnja filmov na osnovi hitozana z ekstraktom (OE) v prsti z dodatkom 
vode 
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4.3.2 Vsebnost polifenolov 
Preverili smo, kako se vsebnost polifenolov spreminja med razgradnjo. Kot že opisano v 
poglavju 4.1.2, povišano koncentracijo polifenolov v filmu z ekstraktom povzroči ravno 
ekstrakt.  
Graf 12 prikazuje spremembo vsebnosti polifenolov v filmih po biorazgradnji v prsteh z 
naravno vlažnostjo, Graf 13 pa spremembo vrednosti polifenolov v filmih po 
biorazgradnji v prsteh z dodano vodo.  
 
Graf 12: Vsebnosti polifenolov po razgradnji filmov na osnovi hitozana brez ekstrakta 
(CH) in z dodanim ekstraktom (OE) v prsteh z naravno vlago 
 
Graf 13: Vsebnosti polifenolov po razgradnji filmov na osnovi hitozana brez ekstrakta 
(CH) in z dodanim ekstraktom (OE) v prsteh z dodatkom vode 
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Pri vseh eksperimentih se pojavlja enak trend, kjer vsebnost polifenolov pada pri 
razgradnji v kompostu in vrtni prsti, pri vinogradniški pa rahlo pade na začetku in se 
potem ustali. Sklepamo lahko, da se v kompostu in vrtni prsti ekstrakt razgrajuje enako 
hitro kot film, v katerega je inkorporiran, pri vinogradniški prsti pa se razgrajuje veliko 
počasneje oz. se sploh ne. To vodi do vprašanja, ali se potem filmi z ekstraktom v 
vinogradniški prsti sploh popolnoma razgradijo ali za seboj pustijo sledi ekstrakta, ki se 
jih ne vidi. Sklepamo lahko, da se film na osnovi hitozana z dodatkom ekstrakta v takšni 
zemlji ne bi razgradil pod naravnimi pogoji. Če bi prišlo do širše uporabe teh filmov kot 
embalaže za hrano, bi jih morali zbirati v zabojnikih za kompostiranje, ne bi pa se jih 
smelo odlagati v naravo.  
4.3.3 FT-IR 
Spremembo v strukturi po biorazgradnji smo preverili tudi s FT-IR. Graf 14 prikazuje 
spekter filma brez ekstrakta, Graf 15 pa spekter filma z dodanim ekstraktom (OE). Na 
slikah so označene tudi regije raztegovanja in ukrivljanja vezi. Pri obeh spektrih opazimo 
spremembo pri absorpciji:  med 3600 cm-1 in  3200 cm-1, kar ustreza vibracijam 
raztegovanja vezi O-H in N-H, pri 2871 cm-1, kar ustreza raztegovanju vezi C-H, in pri 
1651 cm-1, kar odgovarja raztezanju vezi C=O. Vidna je tudi sprememba absorpcije pri 
1558 cm-1, kar ustreza ukrivljanju vezi N-H, 1375 cm-1, kar predstavlja raztezanje vezi 
C-N, in pri 1026 cm-1, kar ustreza vibracijam raztezanja vezi C-O [75].   
 
Graf 14: Spekter FT-IR filma brez dodanega ekstrakta (CH) 
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Graf 15: Spekter FT-IR filma z dodatnim ekstraktom (OE) 
Iz teh spektrov lahko predpostavimo, da spremembe potekajo predvsem na vezeh O-H, 
C-H, C=O, NH, C-N in C-O [75].  
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Na Slika 19 je prikazan predlagani mehanizem razpada hitozana. Ker hitozan ni bil 
popolnoma deacetiliran, lahko predpostavimo, da sprememba v vezi C=O predstavlja 
ravno to. Zmanjšanje intenzitete vrhov pomeni manjšo koncentracijo določenih vezi v 
vzorcu. Sprememba v vezeh C-O najverjetneje nakazuje na razpad hitozana na manjše 
enote. Pojavi pa se tudi cepljenje amino, amido in karboksilnih skupin [61]. 
 
Slika 19: Predpostavljen mehanizem razpada hitozana [66] 
Analizirali smo vse vzorce, na Graf 14 in Graf 15 pa sta predstavljena le po en vzorec 
različnih filmov, saj med spektri ni bilo opaženih bistvenih razlik . Le iz spektrov FT-IR 
pa ni mogoče razbrati celotnega mehanizma razgradnje, saj se je masa filmov med 
biorazgradnjo zelo zmanjšala. 
4.3.4 Morfološke lastnosti 
Filmi brez ekstrakta so bili pred razgradnjo gladki in prozorni, filmi z ekstraktom pa rahlo 
rjavi, a še vedno transparentni. Vzorci, ki so bili v prsteh z dodano vodo, se po izgledu 
niso bistveno razlikovali od tistih, ki so se razgrajevali pri naravni vlažnosti.  
Kompost 
Pri kompostiranju so se filmi brez ekstrakta nagubali in postali rahlo rjavi, filmi z 
ekstraktom pa so postali temnejši in manj nagubani. Slika 20 prikazuje vzorce, ki so bili 
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odvzeti po 3 dneh, pri 7 pa so bili že skoraj popolnoma razgrajeni. Opazili smo, da je 
razgradnja prve dni potekala skoraj neopazno, saj je bil razen nagubanosti in barve film 
videti cel. Razgradnja pa je postala opazna med 3. in 7. dnevom, ko je vzorec razpadel na 
koščke in se večinoma razgradil.  
 
Slika 20: Sprememba izgleda filmov po kompostiranju; zgoraj film na osnovi hitozana 
brez ekstrakta (CH) in spodaj film na osnovi hitozana z ekstraktom (OE) 
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Slika 21 prikazuje slike, narejene s SEM. Na filmih, posnetih po kompostiranju, je opazna 
razbrazdana površina, ki nakazuje začetek razgradnje.  
 
Slika 21: SEM slike: a in b) film brez ekstrakta pred razgradnjo (CH) c in d) film po 3 
dneh kompostiranja 
 
Vrtna prst 
Razgradnja v vrtni prsti je potekala zelo hitro in opazno (Slika 22). Filmi brez ekstrakta 
so razpadli že po 3 dneh, filmi z ekstraktom pa so nabreknili in postali podobni gelu. 
Posledično jih je bilo zelo težko ločiti od prsti. Spremenila se je tudi barva, saj so se iz 
rjave spremenili v brezbarvne.  
 
Slika 22: Razpad filma z ekstraktom (OE) v vrtni prsti po 3 dneh 
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Vinogradniška prst 
Na Slika 23 vidimo, da je film brez ekstrakta razpadel hitro. Do spremembe v barvi ni 
prišlo, vendar se je v film ujela prst, ki jo je bilo treba s pinceto odstraniti. Precej velika 
razlika pa je opazna v obliki filma, saj je bil naguban in skrčen. Film z ekstraktom je po 
prvih 3 dneh ostal gladek in obarvan. Barva je postala bolj rjava, pojavile so se lise. Film 
je bil videti rahlo raztegnjen. Po nadaljnjih 4 dneh (skupaj 7 dni) je film začel razpadati 
na koščke. Barva je ostala enaka, tudi lise so bile še vedno opazne. 
 
Slika 23: Sprememba izgleda filmov po razgradnji v vinogradniški prsti; zgoraj film 
brez ekstrakta (CH) in spodaj film z dodatkom hrastovega ekstrakta (OE). 
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5 Zaključek 
V magistrski nalogi sem preučevala filme na osnovi hitozana z dodatkom hrastovega 
ekstrakta kot potencialno biorazgradljivo embalažo za hrano. Najprej sem preverila 
optične in antioksidativne lastnosti, ki so pokazale, da bi filme z dodatkom hrastovega 
ekstrakta lahko uporabili kot embalažo za hrano. Filmi z ekstraktom bi hrano lahko 
varovali pred UV-svetlobo, saj do valovne dolžine 340 nm prepustijo manj kot 1 % 
svetlobe. Inhibirajo 31 % prostih radikalov, kar bi bilo mogoče izboljšati z dvigom 
koncentracije ekstrakta. Vzporedne študije so pokazale tudi, da imajo takšni filmi dobre 
mehanske in antimikrobne lastnosti.  
Največji del magistrske naloge pa sem posvetila preučevanju biorazgradljivosti takšnih 
filmov v kopenskem okolju. Če bi res nadomestili konvencionalno embalažo za hrano, je 
pomembno vedeti tudi, kako z njimi ravnati po koncu uporabe. Preverila sem, kako se 
filmi z in brez ekstrakta razgrajujejo v treh različnih prsteh – kompostu, vrtni in 
vinogradniški prsti ter pri različnih vlažnostih prsti. Razgradljivost sem določila z izgubo 
mase, spremembo v vsebnosti polifenolov, spremembo izgleda filmov in analizo s FT-
IR.  
Encimi ureaze in dehidrogenaze so indikatorji aktivnosti mikroorganizmov v prsti, zato 
sem z njimi določila aktivnost vseh treh vrst prsti. Najbolj aktiven je bil kompost, sledila 
je vrtna prst, najmanj aktivna pa je bila vinogradniška prst.  
Filmi brez dodatka ekstrakta so se popolnoma razgradili v vseh vrstah prsti. V prsteh z 
naravno vlago je razgradnja potekala hitreje kot v prsteh z dodatkom vode. Pri naravni 
vlažnosti so se filmi brez ekstrakta v vinogradniški in vrtni razgradili v 3 dneh, v 
kompostu pa v 7 dneh. Z dodatkom vode se je proces podaljšal v  vinogradniški prsti in 
kompostu, kjer so se filmi razgradili v 9 dneh, v vrtni prsti pa ni bilo razlike.  
Večjo oviro za razgradnjo pa so predstavljali filmi z ekstraktom. Hrastov ekstrakt je 
filmom dodan predvsem zato, da izboljša antioksidativne in antimikrobne lastnosti, s tem 
pa povzroči težjo biorazgradljivost filmov. Pri naravni vlažnosti prsti so se filmi z 
ekstraktom v kompostu popolnoma razgradili v 8 dneh, v vrtni prsti v 7 dneh in v 
vinogradniški v 16 dneh. Z dodatkom vode je čas razgradnje v vrtni prsti ostal enak, v 
kompostu in vinogradniški prsti pa se je podaljšal. V kompostu je tako razgradnja trajala 
10 dni, v vinogradniški prsti pa bi trajala 25 dni. Presežek vode je najbolj zaviral 
razgradnjo v vinogradniški prsti, kjer bi pod realnimi pogoji tudi prišlo do največjega 
nihanja v vsebnosti vode. Vlažnost vinogradniške prsti je odvisna od letnega časa ter 
vremena, kar pomeni, da običajno ne bi predstavljala optimalnega okolja za biorazgradnjo 
filmov z ekstraktom. 
Rezultati spremljanja vsebnosti polifenolov med razgradnjo so pokazali, da se vsebnost 
polifenolov manjša v kompostu in vrtni prsti, v vinogradniški pa se zmanjša in nato ostane 
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konstantna. Ker je za povečano vsebnost polifenolov v filmu z ekstraktom razlog ravno 
ekstrakt, lahko sklepamo, da se ta v vinogradniški prsti ne razgradi.  
Z analizo FT-IR sem spremljala spremembe v vezeh med biorazgradnjo. Opazili smo 
razlike v vezeh O-H, C-H, C=O, N-H, C-N in C-O. V skladu z literaturo lahko iz tega 
sklepamo, da prihaja do deacetilacije, razpada hitozana na oligomere, nadaljnje na dimere 
in monomere ter cepljenja amino, amido in karboksilnih skupin. 
Hipotezi sta bili, da vsebnost naravnih ekstraktov v filmih na osnovi hitozana upočasnjuje 
biorazgradnjo in da se filmi v manj aktivni prsti razgrajujejo dlje.  Prvo hipotezo smo 
popolnoma potrdili, medtem ko se je druga izkazala za pravilno le pri filmih na osnovi 
hitozana z dodanim ekstraktom. Filmi brez ekstrakta so se v manj aktivni prsti 
razgrajevali enako hitro kot v vrtni in celo hitreje kot v kompostu.  
Iz izsledkov magistrskega dela lahko zaključimo, da je embalaža na osnovi hitozana z 
dodatkom hrastovega ekstrakta biorazgradljiva v kompostu in vrtni prsti. Če bi prišlo do 
komercialne uporabe takšne embalaže, bi jo bilo treba odlagati med biološke odpadke, ki 
se kompostirajo industrijsko, ne pa v naravo.  
Raziskavo bi bilo smiselno nadaljevati in preveriti še, kako poteka razgradnja filmov pri 
nižjih vlažnostih prsti (simulacija poletnih pogojev), pri višjih koncentracijah ekstrakta, 
ter preveriti kakšna je razgradnja samega ekstrakta. Spremljali bi lahko tudi aktivnost 
encimov med in po razgradnji ter tako določili, ali se filmi razgradijo v snovi, ki kakorkoli 
vplivajo na organizme v prsti.  
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